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Abstract 



To prepare a biosensor comprising an insulating support 1 provided with a conductive film 4 acting as 
electrodes, on which a layer 5 is arranged comprising active molecules A, for example glucose peroxidase, 
a monomolecular layer of amphiphilic molecules 6 coupled with the molecules A is deposited on the 
support provided with the conductive film 4. The Langmuir eiodgett method is employed for this purpose 
with a bath containing the molecules A and a compression of the monomolecular layer formed on the bath 
is carried out, with a view to its deposition on the support, with a high surface tension P, for example of 45 
mN/m. This makes it possible to obtain a compact organisation of the molecules A and to make them more 
accessible to the compound to be detected. The performance of the biosensor c an be improved further by 



carrying out a surface treatment of the film 4 before the deposition of the layer 5. 
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Precede de fabrication d'un biocapteur utilisant une 
par ce precede. 

{§7) L'invention conceme un procede de fabrication d'un 
biocapteur. 

Pour preparer un biocapteur comportant un support iso- 
lant 1 muni d'un film conducteur 4 jouant le role d'electro- 
des sur lequel est disposee une couche 5 comportant des 
molecules actives A, par exemple de glucose peroxidase, 
on depose sur le support muni du film conducteur 4 une 
couche monomoleculaire de molecules amphiphiles B cou- 
plees aux molecules A. Dans ce but, on utilise la methode 
de Langmuir Blodgett avec un bain contenant les molecu- 
les A, et on realise une compression de la couche mono- 
moleculaire formee sur le bain, en vue de son depot sur le 
support, a une tension superficielle P elevee, par exemple 
de 45m N/m. 

Ceci peimet d'obtenir une organisation compacte des 
molecules A et de les rend re plus accessibles au compose 
a detector. 

On peut encore amefiorer les perfonmances du biocap- 
t ur en effectuant un traitement de surface du film 4 avant 
le depot de la couche 5. 



enzyme comme molecule active, et biocapteur obtenu 
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Proctdt de fabrication d'un biocapteur utilisant 
une enzyme comrae raoltcule active, et biocapteur 
obtenu par ce proc£d£. 

5 La prtsente invention a pour objet un 

proctdt de fabrication d'un biocapteur et Le biocap- 
teur obtenu par ce proc6d£. 

De fa?on plus precise, eLLe concerne 
des biocapteurs capables de dttecter un compost 

10 tel que Le glucose, dans un tchantilLon de liquide, 
au moyen de molecules bi o Logi quement actives consti- 
tutes par des enzymes qui jouent Le role de cataly- 
seur pour une reaction chimique du compost a dttec- 
ter - 

15 Dans Le cas d f un biocapteur capable de 

dttecter du glucose, on peut utiliser comme moltcule 
bi o Logi quement active de La glucose oxydase (GOD) 
qui catalyse L'oxydation chimique du glucose confor- 
mtment a La reaction : 



20 



GOD 

C 6 H 12 0 6 + 0 2 — +C 6 H 10 0 6 + H 2 0 2 



La quantity de peroxyde d'hydrogene produi- 
te par cette reaction peut etre dtterminte par 
25 des moyens tlectriques, par exempLe au moyen d'un 
systeme d 1 t Lect rodes, m comme il est dtcrit par 
Moriizumi dans Thin Solid Films, 160, 1988, p. 
413-429. 

Le biocapteur dtcrit dans ce document 
30 comprend un support muni de films £ lectriquement 
conducteurs -jouant Le role d 1 £ Lect rodes, associts 
ci des molecules de glucose oxydase. Les rooltcules 
de glucose oxydase ont 6tt dtpostes sur Le support 
muni d'tlectrodes par adsorption sur des couch s 

35 
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monomol^culaires de molecules arnphiphi les telles 
que I'acide arachidique. Avec ce biocapteur, les 
meilleurs r^sultats sont obtenus lorsqu'on utilise 
dix couches monomol£culai res d'acide arachidique. 

5 Dans un biocapteur de ce type. La partie 

active est une molecule ou un .groupe de molecules 
(enzymes) douses d'une haute specificity pour effec- 
tuer une reconnaissance mol^culaire du compost 
a d^tecter, puis une reaction chiraique de ce compost. 

10 Ainsi, Le role des couches monomo I6cu Lai res 

est triple. En effet, eLLes servent 

1°) a immobiliser les raoUcuLes actives 
(enzymes) et les empecher de quitter le biocapteur, 

2°) elles assurent une disposition des 

15 molecules actives dans une position convenable 
pour qu'elles puisserit agir sur le compost a d£tec- 
ter, et 

3°) elles doivent rendre le support, 
c'est-a-dire le film conducteur, inaccessible a 

20 des especes ind£sirables presents dans 1 1 atmosphere 
ou dans 1 1 £chanti I Ion, mais doivent Laisser passer 
Les especes produites par La reaction chimique 
du compost a d£tecter afin de pouvoir doser la 
quantity d'especes produites par cette reaction. 

25 Or, dans ce biocapteur connu, les molecules 

d'enzymes sont incluses entre les couches monomolfcu- 
Laires, si bien qu'il est n6cessaire d'avoir une 
diffusion de la solution S IMnt^rieur de la couche 
active du biocapteur, ce qui ne permet pas d'^viter 

30 Les reactions parasites provenant d'espSces indSsira- 
bLes atteignant le film, conducteur jouant le role 
d 1 Sleet rode. 

La prisente invention a pr^cisSment pour 
objet un proc£d6 de fabrication d'un biocapteur 
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utiUsant 4galement une couche monomo Ldcu Lai re 
de Langmui r-BLodgett, qui permet d'obtenir un biocap- 
teur plus^ fiabLe et moins sensible aux especes 
i nd£si rabies . 

5 Selon 1 1 inventi on, Le proc£d£ de fabrica- 

tion d'un biocapteur capable de d£tecter un compost, 
comprenant un support muni d'un film £lect ri quement 
conducteur revetu de molecules A d'une enzyme capable 
de catalyser une reaction chiraique du compost a 

10 d^tecter, se caract^rise en ce que les molecules 
A sont sous La forme d'une seule couche monomol^cu- 
Laire d4pos6e sur Le support muni du film conducteur 
et en ce que cette couche monomol£ culai re est obtenue 
en r^alisant Les Stapes successives suivantes : 

15 

a) introduire dans Le bain d'une cuve 
de Langmuir Les molecules A d'enzyme, 

b) disperser sur La surface du bain des 
molecules amphiphiLes B capables de rSagir avec 

20 ou d'adsorber Les molecules A, 

c) comprimer La couche monomo L6cu lai re 
des molecules B coupL4es aux molecules d'enzyme 
A provenant du bain, a une tension superf icielle 
P sup^rieure h la tension superf i ci e L Le que peut 

25 supporter un film des molecules A, et 

d) d^poser sur le support muni du film 
conducteur la couche raonomolfculai re ainsi comprim£e. 

Dans ce proc£d£, le fait d'appliquer 
sur la couche monomo L6eu Lai re de molecules B une 
30 tension superf i cie lie P sup£rieure la tension 

superf i cielle que peut supporter un film des molecu- 
les A, permet de faire sortir les molecules A de 
la .couche monomo I6cu La i re de molecules B et de 
les rendre ainsi plus accessibles, tout en obtenant 
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une organisation ■ plus compacte de ces molecules 
A sur La surface de La .couche monomo Lfcu Lai re des 
moL^cuLes B. 

Bien entendu, pour, obtenir cette organisa- 

5 tion, La tension superf i ci e L Le P doit etre inf£rieure 
a La .tension superf i ci e L Le de destruction de La 
couche monomoL£cuLai re des moL6cuLes B. 

De La sorte, sous L'effet de cette tension 
superf icieLle £Lev£e, Les moL.£cuLes A, pour des 

10 raisons 4nerg6ti ques, sont amen^es a se serrer 
Les unes contre Les autres a La surface de La couche 
monomoL£culai re, La surface de cette couche £tant 
r£duite pra t i quement a ceLLe des moL£cuLes B h 
10% pres. 

15 Ainsi, on obtient une configuration pLus 

serr4e dans LaqueLLe Les moLScuLes actives A sont 
immobiLis£es mais dispos^es dans une position appro- 
priate pour r£agir avec Le compost a d£tecter. Par 
aiLLeurs, cette structure compacte rend pLus diffici- 

20 Le L'acces d'especes indSsirabLes au fiLm conducteur 
sous-jacent. 

Dans ce proc£d6, La tension superf i cie L Le 
P appLiqu£e depend de La nature des moL£cuLes A 
et des moLfcules B puisqu'elle doit etre sup£rieure 

25 a ceLLe .que peut supporter un fiLm des molecules 
A, tout en restant inf£rieure 3 La tension superfi- 
cieLLe de degradation d'un fiLm des molecules B. 
G£n6 ra Lenient, elLe est au moins 3gale 3 35mN/m, 
par exempLe de 40 3 45mN/tn. 

3 ^ De pr£f£rence, pour ne pas abimer La 

couche monomoL^cuLai re de mol£cuLes B, on realise 
La compression de cette xouche lentement, par exempLe 
en deux stades, en appliquant dans le premier sta.de 
une tension supe rf i ci e I le inf^rieure i P et en 
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appliquant dans Le deuxieme stade La tension superfi- 
cial te P. 

Dans ce proc£d£, Les molecules A sont 
choisies en fonction du compost a d^tecter. A titre 

5 d^xemples, Les molecules A peuvent etre par exempLe 
La glucose oxydase ou l'ur6ase. 

Les molecules B sont des molecules, organi- 
ques, amphiphiles, poss^dant une partie hydrophobe, 
c'est-a-dire ayant une m r^pulsi on pour les Liquides 

10 polaires tels que I'eau, et une partie hydrophile, 
c f est-a-dire ayant une affinity pour les Liquides 
polaires tels que L'eau. Par ailleurs, pour etre 
utilisables dans ^invention, les molecules B doivent 
pouvoir etre d£pos£es sur un support sous la forme 

15 d'une couche monomo l£cu I a i re par la m£thode de 
Langmui r-BLodgett, et pouvoir etre coupl^es aux 
molecules A par reaction chimique ou adsorption. 
Les . molecules susceptibles de convenir sont en 
particulier d£cri.tes dans le document EP-A- 0 170 

20 535- 

A titre d'exemples de telles molecules, 
on peut citer les amines aliphatiques portant au 
moins une chaine aliphatique en C<jg a C24, les 
acides gras saturfs ou insatur^s en C^g a C24 et 

25 Les alcools et les ur6es portant au rooins une chaine 
aliphatique en C-jg & C24. 

Avec La glucose oxydase ou l'ur£ase, 
on peut utiliser en particulier I'acide b£h£nique 
ou la di st^ary lami ne- 

30 Selon un mode de realisation pr6f6r6 

r * " - 

du proc£d£ de L'invention permettant d'amSliorer 
encore les performances du biocapteur, on soumet 
tout d'abord le support muni du film conducteur 
jouant le role d'Slectrode, & un traitement de 
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surface, avant de d£poser sur celui-ci La couche 
monomol^culai re des molecules B coupl£es aux molecu- 
les A. 

Ce traitement de surface a pour but d'£li- 
miner L'influence n6faste sur La sensibility et 
La fiabilit£ du biocapteur, de trous et/ou d'impure- 
t£s pr£sentes dans Le f i Lm conducteur. 

En effet, La presence de teLs d£fauts 
dans Le f i Lm conduit a des imperfections dans La 
couche monomoL^cuLaire d£pos6e ensuite, ce qui 
ne permet pas d'avoir une bonne presentation des 
molecules actives A et peut rendre La couche permSa- 
bLe a L'eau et a des especes ind^sirabLes donnant 
des signaux 6lectriques parasites. 

Pour supprimer L'effet n£faste de trous 
et/ou d'impuret£s sur Le film, on effectue Le traite- 
ment de surface de fa?on a recouvrir Les d£fauts 
(trous et impuretSs) d'une couche supprimant La 
conduction £lectrique au niveau de ces d£fauts 
et empechant de g^nSrer par 4pitaxie un dgfaut 
dans La couche monoraoL6culai re qui sera pLus tard 
d£pos6e. 

G6n£ ra lement, Le fiLm conducteur est 
en or ou en pLatine et iL est d£pos£ sur une sous- 
couche de m6tal pour constituer sur La surface 
du support un jeu d'glectrodes ayant par exempLe 
La forme d'un circuit imprim6. 

La presence de la sous-couche de -n£tal, 
par exempLe de cuivre permet de rfaliser Le d4pot 
par electrolyse dans de bonnes conditions. 

Avec une telle sous-couche, le traitement 
de surface peut consister en un traitement d'oxyda- 
tion ^ectrolytique effectu6 S un potentiel suffisant 
pour oxyder le m^tal de la sous-couche et former 



2682765 



ainsi au niveau des trous une couche d'oxyde semi- 
conducteur. 

Lorsque Le m£tal de La sous-couche est 
du cuivre, on peut appLiquer par exempLe sur l'£lec- 

5 trode (film conducteur) qui sert d'anode, une tension 
de + 1,1V par rapport a une Electrode standard 
au calomel, pendant des dur6es allant de 1 a 5min. 

On peut completer, .si on le desire, ce 
traitement 6lectrolytique en formant de plus une 

10 couche mince isolante sur Les parties du film conduc- 
teur ou le m£tal de la sous-couche a &t& oxyd£. 

Pour obtenir cette couche isolante unique- 
ment sur les parties du film ou le m£tal de la 
sous-couche a £t6 oxyd4, on peut utiliser un compost 

15 capable de r^agir avec I'oxyde du m£tal de la sous- 
couche pour former un compost isolant insoluble, 
par exemple un sel du m£tal. 

Ainsi, lorsque la .sous-couche est en 
cuivre, on peut r£aliser une ^tape de ch i mi so rpt i on 

20 en adsorbant un compose acide tel que L'acide st£ari- 
que qui forme au contact de I'oxyde de cuivre un 
sel de cuivre insoluble. Ceci peut etre effectu^ 
en imraergeant le support, soumis tout d'abord a 
L'oxydation £ lect ro lyt i que, dans une solution d'acide 

25 st^arique. 

On peut encore r^aliser le traitement 
de surface en soumettant Le film conducteur & L'ac- 
tion d'un plasma, gazeux, qui permet de modifier 
chimiquement les impuret£s pr^sentes dans le film 
30 conducteur pour les passiver. Le plasma peut etre 
un plasma d'azote, d'oxygSne ou d'argon. 

On peut encore r6aliser le traitement 
de surface en dSposant sur la totality du film 
conducteur une couche organique isolante et en 

35 
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dissolvant. ensuite cette couche, sauf sur Les parties 
du film conducteur qui correspondent a des trous. 
La couche isolante peut etre une couche de polymere 
et La dissolution de La couche peut etre ensuite 
5 effectu£e en immergeant Le .support revetu de La 
couche de polymere dans un soLvant pendant un . temps 
limits, de fa$on que Le soLvant n'ait pas Le temps 
de p£n£trer dans les trous pour y dissoudre le 
polymere. 

10 D'autres caract^ ristiques et avantages 

de l-'invention apparaltront mieux a La lecture 
des exemples suivants donnas bien entendu & titre 
illustratif et non limitatif en r£f£rence au dessins 
annexS sur LequeL 

15 - La figure 1 repr£sente de fagon sch£mati- 

que un biocapteur conforme a L'invention, et 

- la figure 2 illustre de fapon sch£matique 
un mode de traitement du. support par un plasma. 

Sur la figure 1, on a repr£sent£ en 

20 perspective et en coupe verticale Le biocapteur 
de I'invention, La coupe 6tant effectu^e sur une 
partie du support munie d'un film conducteur. 

Sur cette figure, on voit que Le biocapteur 
comprend un support isoLant 1, par exemple en r£sine 

25 6poxy ou en verre, dont certaines parties sont 
revetues d'une sous-couche 3 de cuivre et d'un 
film conducteur 4 d'or. 

Sur le film conducteur d'or est dispos6e 
une couche monomol£culai re 5 de molecules amphiphiles 

30 b coupL£es & des molecules A d'enzyme qui sont 
les molecules bi o Logi quement actives du biocapteur. 

En effet, lorsque les molecules A seront 
en contact avec un 6chantillon Liquid contenant 
le compost 3 d^tecter, par exemple du glucose, 



35 



2682765 



elles catalyseront I'oxydation du glucose, ce qui 
conduira h La production d'eau oxygenic La quantity 
d'eau oxyg^n^e produite par cette reaction pourra 
etre ensuite detectde par mesure du courant eiectri- 
5 que passant entre (.'Electrode d'or 4 et une autre 
Electrode d'or similaire di.spos^e sur Le support 
1 . 

G£ n^ra Lement , L'ensembLe du biocapteur 
est recouvert d'un film isolant protecteur 7, par 

10 exemple en vernis ce L Lu Losi que, prot^geant L'ensembLe 
mais perce d'un orifice 9 pour I' introduction d'une 
goutte de L 1 6chant i L Lon a analyser permettant La 
raise en contact de cet ecbantitlon avec la couche 
comportant Les molecules actives A. 

15 on precise que le biocapteur pourra etre 

associe* pour La mesure a un boitier comportant 
des elements appropri£s pour effectuer cette mesure. 

Les 'exempLes qui suivent, iLLustrent 
La realisation de biocapteurs de ce type par Le 

20 proc<£de* de L'invention. 

Exemple 1 : Preparation d'un biocapteur utilisant 
L'ur^ase comme molecule biologiquement active. 

Pour r£aliser ce biocapteur, on part 
d'un support sur lequel a 6t4 d^posfe une sous- 

25 couche de cuivre revetue d'un film d'or, selon 
une configuration cor respondant aux electrodes 
necessaire pour la mesure. Le dep6t d'or a ete 
effectue par une methode eiectrolytique en se servant 
de la sous-couche de cuivre pour amener le courant 

30 et limiter automat iquement le dfpot k la surface 
occupee par la sous-couche de cuivre. 

A la suite de ce depot, quel que soit 
le soin pris et I'epaisseur de d£pot, il rest 
des defauts de couverture localises (trous d'fpin- 

35 gles) qui, si petits soient-fls, risquent d 
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perturber le biocapteur. 

Aussi, on soumet tout d'abord Le support 
muni du film conducteur a un traitement de surface 
pour 4liminer L'effet n£faste de ces trous et/ou 
5 des impuret^s £ventuelles pr^sentes dans Le film 
d'or. 

Dans ce but, on depose un polymere isoLant 
sur La totalite de La surface du support - et on 
Le dissout ensuite, sauf sur Les emplacements qui 

10 correspondent aux d^fauts* 

Ceci est effectu6 en immergeant Le support 
muni du fiLm conducteur d'or, pendant 2Qmin, dans 
une soLution h 1% de vernis ceLLuLosique dans l'ac6- 
tate d'£thyle, puis en Le sechant, et en I 1 immergeant 

15 ensuite sous agitation, pendant 40s, dans un melange 
d'ac^tone et d'ac£tate d'£thyle (1:1 en volume) 
suivi imm£diatement d'un sechage au pistoLet d'air 
ou d'azote comprimd- 

Lors de La derniere phase d'immersion, 

20 on a dissous La couche de vernis ceLLuLosique sauf 
dans Les trous car cette immersion a dur£ trop 
peu de temps pour que Le soLvant puisse p^n^trer 
dans Les trous. 

Apres ce traitement de surface, on depose 

25 sur Le support une couche monomoldculai re de dist^a- 
ryLamine (molecule B) coupl^e k L'ur^ase (molecule 
A). s 

Dans ce but, on rerapLit une cuve de 
Langrauir d'eau pure contenant 10~7niol/l d'urdase, 

30 puis on r£pand sur La surface de L'eau une solution 
h 5.10~*mol/l de di ste* ary laroi ne dans du chloroforme. 
Apres, 20min, c'est-5-dire Le temps n^cessaire pour 
coupler l'ur6ase & La di st^ary Lamine, on comprime 
Lentement La couche de di st£ ary Lamine et d'ure'ase 

35 
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sur La surface de L'eau jusqu'a 20mN/m, puis jusqu'a 
42mN/m. On transfere ensuite la couche ainsi compri- 
mee sur le support qui a 6t& soumi s p ri a Lab Leraent 
au traitement de surface. Ceci peut etre effectu£ 

5 en iramergeant Le support dans le bain et en 
I'extrayant ensuite du bain a travers une zone 
de La cuve sans film pour obtenir le d£pot d'une 
seuLe couche monomol£culai re. 

Les caract£ristiques du biocapteur ainsi 

10 obtenu sont meilleures que celLes d f un biocapteur 
prepare sans effectuer un traitement de surface 
du support. 

En effet, Le courant transitoire du biocap- 
teur qui est determine en immergeant celui-ci dans 

15 une solution de s£rum phys io Logi que a 0,111101/1 
de KCl en L'absence d'urge, et qui correspond done 
au courant dQ a I'oxydation 6 Lect ro Lyti que d'impure- 
t£s, est reduit d'un facteur sup^rieur a 100 grace 
au traitement de surface. 

20 Lorsqu'on utiLise Le biocapteur " dans 

une mini cellule remplie d'une solution d'ur£e 
et que I'on observe Involution du pH par conductim£- 
trie, on remarque que l* augmentation de la conducti- 
vity de la solution est beaucoup plus rapide avec 

25 ce biocapteur qu'avec un biocapteur dans lequel 
on aurait realist la compression de la couche monomo- 
le'culaire seulement a 20mN/m. 

Exemple 2 : Preparation d'un biocapteur utilisant 
L'urgase comme molecule bi oloqi quement active. 
30 Dans cet exemple, on utilise le meme 

support que dans t'exemple 1 et on le soumet au 
meme traitement de surface. On depose ensuite sur 
le support ainsi trait4, une couche monorool^culai re 
d'acide b6h6nique coupl^e a de l*ur£ase en operant 
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de La fagon suivante. 

On remplit une cuve de Langmuir d'eau 
pure contenant 10~ 8 mol/l d'ur^ase, puis on disperse 
sur La surface de L'eau de La cuve une soLution 

5 a 5.10~ 4 mol/l d'acide b£h£nique dans du chloroforme. 
Apres 1h,. on comprime Lentement ta couche monomol£cu- 
Laire d'acide b6h£nique et d'ur^ase form6e sur 
La surface de l'eau jusqu'a une tension super fi c i e L Le 
de 30mN/m, puis jusqu'a 45mN/m. On transfere ensuite 

10 La couche sur Le support muni du fiLm conducteur 
d'or soumis au traitement de surface. 

Lorsqu'on immerge ce biocapteur dans 
une mini ceLLuLe rempLie d'une soLution d'ur£e 
et que l'on observe L 1 augmentation du pH par pH 

15 m£trie, La vitesse d * augmentat i on du pH de La soLu- 
tion est environ 10 fois pLus rapide qu'avec un 
biocapteur produit dans Les memes conditions mais 
en comprimant uniquement La couche a 30mN/m. 
ExempLe 3 : Preparation d f un biocapteur a ['urease, 

20 On suit Le' meme mode opiratoire que dans 

I'exemple 2, sauf que L'on utilise pour Le d^pot 
de La couche monomol£ cu Lai re, une cuve de Langmuir 
remplie d'eau pure contenant 10~ 7 mol/l d'ur^ase 
et que L'on attend seulement 10min apres 6pandage 

25 de La soLution ch lorof ormi que d'acide b£h6nique 
pour r£aliser La compression lente de La couche 
monomol6culaire & 30mN/m, puis 45mN/m. 

Dans ces conditions, on obtient sensible- 
ment Les raemes rfsultats qu'avec Le biocapteur 

30 de L'exemple 2. 

Exemple 4 : Preparation d'un biocapt eur utilisant 

la glucose oxydase (GOD) comme molecule 

bioLoqiquement active. 

Dans cet exemple, on utilise un support 
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revetu d'un film d'or dEposE sur une sous-couche 
de cuivre, selon Le dessin correspondant aux 
Electrodes et I'on soumet prEa lab lement le support 
revetu du film d'or a un traitement de surface 

5 consistant en une oxydation 4 lect ro lyti que . 

Dans ce but, on immerge le support revetu 
du film d'or dans une solution de KCl h 0,1M, on 
applique aux Electrodes jouant le role d'anode 
une tension de +1 , 1 V par rapport £ une Electrode 

10 standard au calomel, pendant 3min, et on realise 
de la meme facon plusieurs cycles oxydation 
reduction, pour oxyder le cuivre de la sous couche 
dans les trous d'Epingles du film d'or, 

Apres ce traitement de surface, on dEpose 

15 s.ur le film d'or, une seule couche monomo IE cu la i re 
d'acide bEhEnique couplE a la glucose oxydase. 

Dans ce but, on remplit une cuve de 
Langmuir d'eau pure contenant lO'^mol/l de GOD, 
puis on r6pand sur la surface du bain une solution 

20 a 5.10"^mol/l d'acide bEhEnique dans du chloroforme. 
Apres 10min, on comprime lentement la couche d'acide 
bEhEnique ayant adsorbE la glucose oxydase jusqu'a 
30mN/m, puis jusqu'S 45mN/m. 

On transfere alors la couche sur le support 

25 soumis prEa lablement au traitement de surface- 
On teste ensuite la fiabilitE du biocapteur 
en immergeant celui-ci dans une solution de glucose 
et en dEtectant le peroxyde d'hydrogene formE par 
oxydation du glucose, par colorimEtrie h I'aide 

30 de peroxydase et d' orthodianizidEne. On obtient 
une sensibilitE trEs sat i sf ai sante • 

Par ailleurs, on determine le courant 
transitoire du biocapteur par immersion de celui- 
ci dans du sErum physiologique h 0,1mol/L de KCl 

35 
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en (.'absence de glucose, et on note que ce courant 
transitoire est r£duit d'un facteur sup^rieur a 
5 par rapport au meme biocapteur n'ayant subi aucun 
traitement de surface du support. 

Exemple 5 : Preparation d'un biocapteur utilisant 
ta glucose oxydase (GOD) comme molecule biologigue- 
ment active. 

Dans cet exemple, on utilise un support 
revetu d'un film d'or d4pos£ sur une sous-couche 
de cuivre, selon le dessin correspondent aux Electro- 
des et I'on soumet pr6a lablement Le support revetu 
du film d'or a un traitement de surface consistant 
en une oxydation 6 lect ro lyt i que suivie d'un d£pot 
isolant. 

Dans ce but, on immerge le support revetu 
du film d'or dans une solution de KCl a 0,1M et 
on applique aux Electrodes jouant Le role d'anode 
une tension de + 1,1V par rapport a une electrode 
standard au calomel, pendant 3min, et on realise 
de la meme fa?on plusieurs cycles oxydation 
reduction, pour oxyder le cuivre* de la sous couche 
dans les trous d'^pingles du film d'or. 

Apres cette oxydation, on immerge Le 
support dans une solution a 1% d'acide stdarique 
dans du chloroforme pendant 20min, puis on le rince 
au chloroforme pur. 

Avec ce ^traitement, on a ainsi transform^ 
I'oxyde de cuivre en st^arate de cuivre isolant. 

Apres ce traitement de surface, on depose 
sur le film d'or, une seule couche monomol^culai re 
de di st6ary Lamine coupl£ S la glucose oxydase. 

Dans ce but, on remplit une cuve de 
Langmuir d'eau pure contenant 10~7mol/l de GOD, 
puis on r^pand sur la surface du bain une solution 
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a 5.10~^mol/l de d i s t6a ry lami ne dans du chloroforme. 
Apres 20min, on comprime Lentement La couche de 
di st^ary (.amine ayant adsorb^ la glucose oxydase 
jusqu'a 20mN/m, puis jusqu'a 42mN/m. 

On transf£re alors la couche sur le support 
soumis pr£a lab lement au traitement de surface. 

On teste ensuite la fiabilitd du biocapteur 
en immergeant celui-ci dans une solution de glucose 
et en d£tectant le peroxyde d'hydroglne forro£ par 
oxydation du glucose, par colorimftrie a L'aide 
de peroxydase et d'orthodianizid£ne. On obtient 
une sensibility tres sati sf ai sante. 

Par - ai Lleurs, on determine le courant 
transitoire du biocapteur par immersion de celui- 
ci dans du s6rum physi o logi que a 0,1mol/l de KCl 
en I'absence de glucose, et on note que ce courant 
transitoire est r£duit d'un facteur sup^rieur i 
20 par rapport au meme biocapteur n'ayant subi 
aucun traitement de surface du support. 
Exemple 6 : Biocapteur a la glucose oxydase* 

Dans cet exemple, on utilise un support 
muni d'un film d'or, dispose sur une sous-couche 
de cuivre, que I'on soumet a un traitement de surface 
consistant a d£poser du vernis cellulosique dans 
les trous du film d'or en suivant le meme mode 
op£ratoire que dans L'exemple 1. 

kprks ce traitement, on depose sur le 
film d'or une couche monomo L4cu Lai re d'acide b£h£ni- 
que coupl£ a la GOD, en operant de la fa$on suivante. 

On remplit une cuve de Langmuir d'eau 
pure contenant en solution 10~7mol/l de 600, puis 
on r^pand sur la surface du bain une solution S 
5.10~*mol/l d'acide b£h£nique dans du chloroforme. 
Apres 10min, on comprime lentement la couche monomo- 
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L^culaire jusqu'a 30mN/m, puis jusqu'a 45mN/m. 
On La transfere ensuite sur Le support revetu du 
film d'or et soutm's au traitement de surface. 

- On teste ensuite 1 1 ef f i ca ci t £ du 

5 biocapteur, en immergeant celui-ci dans une solution 
de glucose et en d^tectant par amperom£t ri e sous 
une polarisation de 0,6V par rapport a une Electrode 
standard au calomel, la quantity de peroxyde 
d'hydrogene forme^e. Le courant est nettement plus 

10 £leve que ceux obtenus avec des biocapteurs dont 
la couche monomol6culai re a £te comprimee seulement 
a 20mN/m. Par ailleurs, la lin£arit6 de la r6ponse 
en fonction de la concentration en glucose est 
beaucoup plus large- On remarque aussi que ce 

15 biocapteur qui ne comprend qu'une seule couche, 
a un meilleur f onct ionnement que le biocapteur 
a plusieurs couches de I'art ant£rieur. 

Enfin, la realisation du traitement de 
surface permet d'obtenir une reduction d'un facteur 

20 sup^rieur a 100 du courant transitoire observe 
en I'absence de glucose. 

Exempte 7 : Biocapteur a la glucose oxydase. 

Dans cet exemple, on suit le meme mode 
ope>atoire que dans I'exemple 6 mais on realise 

25 le traitement de surface du support par action 
d'un plasma d'azote au Lieu d'effectuer un d£pot 
de vernis ceLlulosique. 

L' installation de traitement par plasma 
est representee sch^mat iquement sur la figure 2. 

30 Dans cette installation, on cr6e un plasma 

d'azote entre un filament 21 jouant ce role de 
cathode port£ a 4750V par rapport a une anode 23 
h la masse situ^e a une distance d. £gale a 3 a 
4cm de la cathode 21. On dispose le support 25 
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2 tranter lat^ralement k une distance D de 9,5cm 
de L'axe de la chambre h plasma. 

Apres une purge de 5min sous courant 
d'azote, on regie La pression d'azote pour que 
le courant soit de 200jjA et on realise Le traitement 
pendant 20min. 

Apres ce traitement, on depose la couche 
d'acide b£h£nique - glucose oxydase de la meme 
mani&re que dans l , exemple 6. 

On obtient ainsi un biocapteur dont Le 
courant transitoire est r6duit d'un facteur 100 
par rapport au meme biocapteur n'ayant subi aucun 
traitement thermique. 
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REVEND I CATIONS 

1. Proc£de" de fabrication d'un biocapteur 
capable de detecter un compost, comprenant un support 
muni d'un film 4lectri quement conducteur revetu 
de molecules A d'une enzyme capable de catalyser * 

5 une reaction chimique du compose a detecter, caracte- 
ris£ en ce que les molecules A sont sous la forme 
d'une seule couche monomo l£culai re depose*e sur 
le support muni du film conducteur et en ce que 
cette couche monomo I6cu lai re est obtenue en realisant 

10 les Stapes successives suivantes : 

a) introduire dans le bain d'une cuve 
de Langmuir les molecules A d'enzyme, 

b) disperser sur la surface du bain des 
molecules amphiphiles B capables de r£agir avec 

15 ou d'adsorber les molecules A, 

c) comprimer la couche monomo I4cu la i re 
des molecules B coupl6es aux molecules d'enzyme 
A provenant du bain, a une tension super f i c i e I le 
P sup£rieure a la tension superf i ci e I le que peut 

20 supporter un film des molecules A, et 

d) deposer sur le support muni du film 
conducteur la couche monomol^culai re ainsi comprim^e. 

2. Proce"d6 selon la revendi cat i on 1, 
caract£ris£ en ce que la tension superf icielle 

25 p est au raoins §gale k 35mN/m. 

3. Proc£d£ selon la revendi cation 2, 
caracterise en ce que P est de 40 3 45mN/m. 

4. Proc6d6 selon L'une quelconque des 
revendi cat ions 13 3, caract£ris£ en ce que l*on 

30 realise la compression de la couche raonomol£cu lai re 
des molecules B couplers aux molecules A en deux 
stades, en appliquant dans le premier stade une 
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tension superf i c i e L le inf^rieure a P et en appliquant 
dans Le deuxieme stade La tension supe rf i c i e L Le 
P. 

5. Proc£d£ seLon l'une queLconque des 
5 revendi cations 1 a 4, caract6ris£ en ce que Les 
molecules A sont La gLucose oxydase ou L'ur6ase. 

6- Proc£d£ selon L'une queLconque des 
revendi cat i ons 1 a 5, caract6ris4 en ce que Les 
molecules amphiphiles B sont choisies parmi Les 
10 amines aLiphatiques portant au moins une chaine 
aLiphatique en C^jg a C24, Les acides gras, satur^s 
ou insaturSs en C -| § a C24, Les aLcooLs et Les ur£es 
portant au moins une chaine aLiphatique en C-jg 
k C 24 . 

15 7. Proc£d4 seLon L'une queLconque des 

re vendi cat i ons 1 a 6, caract£ris£ en ce que L'on 
soumet Le support muni du f i Lm conducteur a un 
traitement de surface pour Sliminer L ! infLuence 
n£faste de trous et/ou d'impuret^s dans ce f i Lm, 

20 avant d'effectuer sur celui-ci Le d£pot de La couche 
monomolSculai re, 

8. Proc£d£ selon La revendi cation 7, 
caract6ris£ en ce que Le film conducteur £tant 
form£ d'une couche d'or ou de pLatine d£pos£e sur 

25 une sous-couche de ro£tal recouvrant Le support, 
Le traitement de surface est un traitement d'oxyda- 
tion 4Lectrolytique effectu£ a un potentiel suffisant 
pour oxyder Le mStal de La sous-couche. 

9. Proc4d4 seLon La revendi cat ion 8, 
30 *caract6ris6 en ce que Le m£tal de La sous-couche 

est Le cuivre. 

10. Proc4d6 selon L'une queLconque des 
revendi cations 8 et 9, caract6ris6 en ce que Le 
traitement de surface comprend de pLus La formation 
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d'une couche mince isolante sur les parties du . 
film conducteur oil Le m£tal de la sous-couche a 
6t6 oxyd£. 

11. Proc6d£ selon I'une quelconque des 
5 revendi cat i ons 9 et 10, caract6ris£ en ce que I'on 

forme cette couche mince isolante au moyen d'un 
acide organique capable de former avec I'oxyde 
du m£tal de la sous-couche un sel insoluble. 

12. Proc6d6 selon la revendi cation 7, 
10 caract£ris£ en ce que le trSitement de surface 

consiste a soumettre le film conducteur a I'action 
d'un plasma gazeux. 

13. Proc£d4 selon la revendi cation 7, 
caract.6ris6 en ce que le traitement de surface 

15 consiste a d^poser sur le film conducteur une couche 
organique isolante et a dissoudre ensuite la couche 
sauf sur les parties du film conducteur qui 
correspondent a des trous* 

14. Biocapteur pour la detection de glucose 
20 dans le sang, obtenu par le proc6d6 de I'une quelcon- 
que des revendi cat ions 1 a 13, caract6ris6 en ce 
qu'il comprend un support muni d'un film d'or d&pos& 
sur une sous-couche de cuivre, le film d'or £tant 
revetu d'une seule couche monomol^culaire d'acide 

25 b6h6nique ou de di s t & a ry lami ne coupl^e a de la 
glucose oxydase. 
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